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T ^ (57) Abstract: The invention relates to compounds of general formula (I) and acid addition salts thereof, where the various symbols 

^T) have the meanings given in the description and claims, the production and use thereof as substrate for the detection of TAFIa, a 

CD fibrinolysis inhibiting enzyme. The detection occurs by using the absorption between 400 and 412 nm, arising as a result of the 

^j. formation of 3-carboxy-4-nitrothiophenol from Ellman's reagent as a function of time. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung beschreibt Verbindungen der allgemeinen Formel (I) und Saureadditionssalze 
davon, worin die verschiedenen Symbole die in der Beschreibung und den Anspruchen definierten Bedeutungen haben, deren Her- 
stellung und deren Verwendung als Substrate zum Nachweis von TAFIa, einem die Fibrinolyse hemmenden Enzym. Der Nachweis 
erfolgt photospektrometrisch, indem die durch die Bildung von 3-Carboxy-4-nitrothiophenol aus dem Ellman's Reagens entstehende 
Absorption zwischen 400 und 412 nm in Abhangigkeit von der Zeit gemessen wird. 
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5 SUBSTRATE FUR TAFI (A) 

TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) ist ein der Carboxypeptidase B 
ahnliches Proenzym von 55 kDa, welches durch Proteolyse am Arg-92 zum Enzym 
TAFIa (35 kDa) aktiviert wird. Im Unterschied zur Caboxypeptidase B, welche als 
10 Proenzym von 46 kDa durch Proteolyse am Arg-95 aktiviert wird und im Magen und 
Verdauungstrakt wirkt, ist TAFIa ein Leberenzym, das seine Wirksamkeit im Blut 
entfaltet 

TAFIa wird durch Thrombin und wahrscheinlich auch Plasmin aus TAFI gebildet und ist 
15 ein wichtiger Inhibitor der Fibrinolyse. Die Aktivierung von TAFI wird durch die Bindung 
von Thrombin an Thrombomodulin ungefahr 1250-fach verstarkt. Die inhibierende 
Wirkung von TAFIa beruht auf der Fahigkeit, Carboxy-terminale Arginine und Lysine 
abzuspalten, wobei die Spezifitat gegenQber Arginin grosser ist. 

20 TAFIa selbst ist gegenQber Proteolysen sehr empfindlich und bereits bei 37°C instabil. 

Fibrinolyse beginnt, wenn Plasminogen durch tPA in Plasmin umgewandelt wird. 
Plasmin baut dann das Fibringerinnsel zu loslichen Fibrin-Produkten ab, die ihrerseits 
zu einer zusatzlichen Stimulierung der Plasminbildung beitragen. TAFIa spaltet die 
25 Carboxy-terminalen Lysine dieser Fibrin Produkte ab, was zu einer Verhinderung der 
Bildung des tPA/Plasminogen/Fibrin-Komplexes fuhrt, womit die Fibrinolyse gehemmt 
wird. 

Die Messung der TAFIa-Konzentration im Plasma gibt einen wichtigen Hinweis zum 
30 Blutungs- resp.Thromboserisiko von Patienten. 

Eine Bestimmung von Carboxypeptidasen ist moglich mit immunologischen Tests, wie 
z.B. ELISA, welche aber nicht die Aktivitat von TAFI erfassen. Funktionelle Tests sind 
beschrieben, worin TAFIa auf synthetische Substrate des Typs R-Arg-COOH oder R- 
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Lys-COOH einwirkt und dabei % FT (z.B. Hippuryl) freisetzt, welches mrttels HPLC oder 
spektrophotometrisch im nahem UV-Bereich gemessen werden kann. 

Es gibt bisher erst einen chromogenen Assay fQr die Messung von TAFI und TAFIa im 
5 Plasma auf Mikrotiterplatten. Die Farbstoffbildung ist jedoch zu kompliziert (mehrstufig) 
und verlauft unbefriedigend. Da die Absorptionsmessung bei 490 nm vorgenommen 
wird, eignet er sich - wie auch die vorgangig beschriebenen Methoden - nicht fQr die 
Messung auf gangigen Automaten, in denen die Extinktionsanderungen bei 405 nm 
erfolgen. 

10 

Die Thiaarginin-Derivate der folgenden Formeln A und B 



S' 

Z-Lys-NH^COOH Z-Lys(Boc)-NH^COOH 
A B 



15 sind als Substrate fQr Carboxypeptidase B beschrieben worden (Bull. Korean. Chem. 
Soc. 1998, 19(2), 189-193). Diese Verbindungen zeigen bemerkenswerte 
Spaltungsraten durch Carboxypeptidase B (CPB), andererseits werden sie durch 
TAFIa kaum gespalten. Der Nachweis von CPB mittels Verbindung A erfolgt gemass 
dem nachfolgenden Schema 1 . 



25 
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Schema 1 
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25 Oberraschenderweise lasst sich diese Selektivitat bereits durch kleine 
Strukturvariationen zu Gunsten von TAFIa umkehren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue TAFIa-Substrate der allgemeinen Formel I 



30 



Rf— (AA 3 ) n (AA 2 )— N-< 



COOH 

T 

s- 



wonn 



R n eine Gruppe CH 2 NH 2 Oder NHC(NH)NH 2 bedeutet, 
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AA 2 jeweils unsubstituiertes oder substituiertes Lysin, Ornithin, Arginin oder Histidin 
bedeutet, wobei die Substituenten ubliche Schutzgruppen sind, 

AA3 eine naturliche Aminosaure bedeutet, bei der eine allenfalls vorhandene 
schutzbare Gruppe in der Seitenkette durch eine Qbliche Schutzgruppe 
5 substituiert sein kann, 

n 0 oder 1 ist, und 

R 2 eine Gruppe Bz, Bzl, Ac, Boc, Z, Sue, MeoSuc oder Tos bedeutet, 
mit der Massgabe, dass nicht gleichzeitig n 0 ist und R1 NHC(NH)NH 2l R 2 Z und (AA 2 ) 
unsubstituiertes oder durch Boc substituiertes Lysin bedeuten, 
10 als Racemate oder als enantiomerenreine Isomere, 

und deren Salze mit Mineralsauren oder organischen Sauren. 

Ri bedeutet vorzugsweise NHC(NH)NH 2 . 

15 Bevorzugte Bedeutungsmoglichkeiten ftir AA 2 sind z.B. Lys(e-Z), Lys(e-Boc), Lys(s-Ac), 
Lys(e-Bz), Lys(e-Bzl), Lys(e-Tos), Orn(8-Z), Om(8-Boc), Om(5-2-chlor»Z), Orn(S-Dnp), 
Orn(6-Z), Orn(8-Aloc), Arg(co-Pbf), Arg(8,cD-Boc) 2l Arg(8,<i>-Z) 2f Arg(co-Tos), His(N lm - 
Boc), His(N Im -Ac), His(N lm -Bz),His(N lm -Bzl) oder His(N lm -Tos), wobei Lys(s-Z) 
besonders bevorzugt ist. 

20 

Als Schutzgruppen in der Aminos§ure AA3 kommen z.B. tBu, Bzl oder Ac in Betracht, 
wobei Phenylalanin, Alanin, Serin und Valin bevorzugte Aminosauren sind. 

R 2 bedeutet vorzugsweise Bz oder Boc. 

25 

Als Salze kommen z.B. Hydrobromide, Hydrochloride, Trifluoracetate oder Acetate in 
Betracht, wobei Acetat- Trifluoracetat- und Hydrochlorid-Salze bevorzugt sind, 

Die oben verwendeten AbkQrzungen fur Schutzgruppen sowie eine Reihe weiterer 
30 AbkQrzungen werden in einer zwischen Beispielen 2 und 3 eingefQgten Tabelle 
erlautert. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel 1, welche bezQglich dem mit dem Schwefel- 
haltigen Substituenten versehenen asymmetrischen Kohlenstoff als Racemate oder in 
35 einer ihrer enantiomerenreinen Formen D und L vorliegen konnen, lassen sich nach 
den nachfolgend beschriebenen, an sich bekannten Methoden herstellen. 
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GeschOtzte Aminosauren oder geschUtzte Oligopeptidderivate werden in die 
entsprechenden Saureamide Qbergefuhrt, und diese werden analog zu den von Hong, 
N.J. et al, Bull. Korean Chem. Soc. 1998, 19(2), 189-193 beschriebenen Verfahren mit 

5 einem Alkylester der Glyoxylsaure, zweckmassigerweise einem Ci-e-Alkylester, wie 
Glyoxylsaureethylester, unter RGckfluss kondensiert. Die dabei entstandenen 
Hydroxyglycinderivate werden O-acetyliert und mit einer entsprechenden 
Mercaptoalkylverbindung, wie Cysteamin, 3-Mercaptopropylamin oder S-2- 
Aminoethylisothiouroniumbromid, substituiert. Die erhaltenen Alkylester der 

10 Verbindungen der Formel I werden dann zu den entsprechenden freien Sauren 

alkalisch verseift. Die enantiomerenreinen Sauren konnen durch eine enantioselektive 
Hydrolyse der Ester mit Hilfe geeigneter Enzyme erhalten werden. 

Die Verbindungen der Formel I und ihre Saureadditionssalze eignen sich als Substrate 
15 fur die Bestimmung von TAFIa. Diese Bestimmung kann erfindungsgemass dadurch 
durchgefuhrt werden, dass man TAFIa in Gegenwart von 5,5'-Dithiobis-(2- 
nitrobenzosaure), unter der Bezeichnung "Ellman's Reagens" bekannt, auf eine 
Verbindung gemass einem der Anspruche 1 bis 7 einwirken lasst und die dabei durch 
die Bildung von 3-Carboxy-4-nitrothiophenol entstehende Absorption zwischen 400 und 
20 412 nm in Abhangigkeit von der Zeit photospektrometisch ermittelt. Die erwahnte 
Einwirkung erfolgt zweckmassigerweise bei etwa 10°C bis 37°C, vorzugsweise bei 
Raumtemperatur, und die Einwirkungszeit kann etwa 5 bis 15 Minuten, vorzugsweise 
etwa 10 Minuten, betragen. Als Quelle fdr TAFIa kann das im Blutplasma vorhandene 
TAFI verwendet werden. 

25 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher illustrieren ohne ihren Umfang 
einzuschranken. 

Die Identifizierung und Charakterisierung der gemass Beispielen 1 und 2 erhaltenen 
30 Eluate und Produkte wurde mittels Proton-NMR, HPLC-Elektrospray-MS und/oder 
Elementaranalyse ausgefiihrt. 



35 
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Beispiel 1: 

Herstellunq von Benzovl-(L)-lvsvl-(s43enzvloxvca^ 

qlvcin Hvdrochloridsalz fBz-(L)-Lvs(ZHD,L)-Glv (g-GUSVOH ; HC11 

IA) Benzovl-a)-lvsvlfs-benzvloxvcarbonvn-a-(D,LVhvdroxvalvcine-ethvlester 
rBz-(L)-Lvs(ZHDX)-Glv(g<)m<)et1 

5.0 g (13 mmol) Benzoyl-(L)-lysinamid und eine 50%-ige ToluoIIosung von 13.3 g (65 
mmol) Glyoxylsaureethylester wurden in 100ml THF rilckfliessend erhitzt. Nach 4h 
wurde die Losung auf RT abgekuhlt und direkt in den Reaktionsschritt 1B) uberfuhrt. 

I B) Benzovl-(L)-lvsvl(s-benzvloxvcarbonvl)-g-(D, D-acetoxyglycine-ethylester 
rBz^L)-Lvs(Z^(D.LVGlv(g-OacVOet1 

Die Reaktionslosung aus 1A) wurde mit 127 mg (1 mmol) DMAP, 24.7 ml (0.31 mol) 
Pyridin und 40 g (0.39 mol) Essigsaureanhydrid versetzt und bei RT wahrend 90 Min. 
gerQhrt. Die Reaktionslosung wurde uber Kieselge! filtriert, das Losungsmittel 
abdestilliert und das erhaltene Rohprodukt im Vakuumtrockenschrank getrocknet. 
Ausbeute: 14 g. 

IC) BenzovkL)-lvsvl-(s-benzvloxvcarbonvl)-a-(D,L)-(2-guanidinoethvlthio)-glvcine 
ethvlester rBz-(L)-Lvs(ZHDX)-Glv(g-GUSVOEtl 

5.5 g (19.5 mmol) S-(2-Aminoethyl)isothiouroniumbromid hydrobromid und 4 g (39 
mmol) TEA wurden in 50 ml DMF gelost und wahrend 5 Min. bei RT geruhrt. Dann 
wurde eine Losung von 14 g des unter 1B) erhaltenen Produktes in 30 ml DMF 
zugegeben. Nach 2 h Ruhren bei RT wurde das Losungsmittel am Rotovapor 
abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels LH20 (Methanol) 
chromatographiert. Die Verbindung fallt als gelbliches Ol an. 
ESI-MS [M+H]- 587 

ID) Benzovl-(L)-lvsvl-(e-benzvloxvcarbonvl)-g-(D.LV(2-guanidinoethvlthio)-glvcine 
Hvdrochloridsalz rBz-(LVLvs(ZV(DX)-Glv(g-GUSVOH ; HCI1 

3.1 g (4.4 mmol) der Verbindung 1C) wurden in 20 ml Ethanol gelost, mit 11 ml NaOH 
(1N) versetzt und Qber Nacht bei RT geruhrt. Nach Einstellen des pH's auf 3 mit 
Zitronensaure und Abdestillieren des Losungsmittels wurde der RQckstand mittels 
LH20 (Methanol) chromatographiert. Zur Oberfuhrung in das Hydrochloridsalz wurden 
die reinen, eingeengten Fraktionen in 100 ml eines Methanol/Wasser-Gemisches (1:1) 
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gelost und uber Amberlite (CI" Form) chromatographiert. Die erhaltene Losung wurde 
am Rotovapor eingeengt und das Produkt mittels Zugabe von BME als nahezu 
weisses, amorphes Pulver ausgefallt. Das Pulver wurde abfiltriert, mit wenig BME 
gewaschen und im Vakuumtrockenschrank getrocknet. 
Ausbeute: 2.5 g, ESI-MS [M+H]- 559 

Beispiel 2: 

Herstellung von Benzovl-(L)-lvsvl-fe-benzvloxvcarbonvn-g-(D, LH 3-aminopropvlthioV 
glvcine Trifluoressiasauresalz rBz-(L)-Lvs(Z)-(D.L)-Glv(g-SprA)-OH > TFA1 

2C) Benzovl-(L)-lvsvl-fe-benzvloxvcarbonvl)-g-(D.L)-( 3-aminopropylthio)-glvcine 
ethvlester Trifluoressiasauresalz rBz-(U-Lvs(ZHD.D-Glv(cc-SprA)-Oet * TFA1 
2.5 g (20 mmol) 3-Mercaptopropylamine hydrochlorid und 2 g (20 mmol) TEA wurden 
in 40 ml DMF gelost, die Losung wahrend 5 min bei RT gerOhrt und mit einer Losung 
von 6.9 g des unter 1B) erhaltenen Produktes in 30 ml DMF versetzt. Nach 2- 
stQndigem Ruhren bei RT wurde das LOsungsmittel am Rotovapor abdestilliert. Das 
erhaltene Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC 

chromatographiert.(ACN/H 2 G7TFA). Die reinen Fraktionen wurden am Rotovapor 
eingeengt. 

ESI-MS [M+H] - 559 

2D) Benzovl-(L)-lvsvl-fs-benzvloxvcarbonvn-g-(D.D-(3-aminopropvlthio)-qlvcine 
Trifluoressiasauresalz fBz-(L)-Lvs(Z)-(D.U-Glvfa-SprAVOH - TFA1 
0.43 g (0.6 mmol) der Verbindung 2C) wurden in 7 ml Ethanol geldst, mit 2 ml NaOH 
(1N) versetzt und uber Nacht bei RT geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit 10%-iger 
Zitronensaure auf pH 3 gestellt, 3 mal mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert und mit ges. 
NaCI-Losung 2 mal gewaschen. Die organische Phase wurde uber Na 2 S0 4 getrocknet, 
filtriert und das LOsungsmittel am Rotovapor abdestilliert. Das Rohprodukt wurde 
mittels praparativer HPLC chromatographiert (ACN/H 2 0/TFA). Die reinen Fraktionen 
wurden am Rotovapor eingeengt und der Ruckstand in wenig Methanol gelost und 
durch Zugabe von BME ausgefallt. Das nahezu weisse Pulver wurde abfiltriert, mit 
wenig BME gewaschen und im Vakuumtrockenschrank getrocknet. 
ESI-MS [M+H] - 531 
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Abkurzungen 



Ac 


Acetyl 


ACN 


Acetonitril 


Aloe 


Allyloxycarbonyl 


BME 


t-Butyl methyl ether 


Boc 


t-Butyloxycarbonyl 


Bz 


Benzoyl 


Bzl 


Benzyl 


DMAP 


4-(Dimethylamino)-pyridin 


DMF 


N,N-Dimethylformamid 


Dnp 


2,4-Dinitrophenyl 


DTNB 


»— K| Mill • | • S«« •< ■ •• * 

S.S-Dithiobis-^-mtrobenzosaure) 


EtOAc 


Ethylacetat 


GUS 


2-Guanidino-ethylthio 


HEPES 


A Mm***. ■ • 1 || |V • • * mm 1 §f mm 

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure 


LH20 


Sephadex 


MeoSuc 


Methoxysuccinyl 


NAPAP 


Na-(2-naphthylsulfonyl-glycyl)-4-amidinophenylalanine-pipendide 


Pbf 


2,2 l 4 J 6,7-Pentamethyl-dibenzohydrofuran-5-sulfonyl 


SprA 


3-Aminopropylthio 


RT 


Raumtemperatur 


Sue 


Succinyl 


in, . 

idU 


xen. -Duly i 


TEA 


Triethylamin 


TFA 


Trifluoressigsaure 


THF 


Tetrahydrofuran 


Tos 


Tosyl 


Z 


Benzyloxycarbonyl 



Beispiel 3: 

Quantitative Bestimmung von TAFIa 



Prinzip: TAFIa wird analog zu Schema 1 bestimmt. In einem ersten Schritt wird das 
Substrat von TAFIa in der Weise hydrolisiert, dass eine Thioaminosaure (Thiaarginin 
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oder Thialysin) freigesetzt wird. Diese instabilen Zwischenprodukte werden rasch zu 2- 
Mercaptoethylguanidin resp. 3-Mercaptopropylamin abgebaut. Diese 
Mercaptoverbindungen reagieren mit dem Ellman's Reagens (5,5'-Dithiobis-(2-nitro 
benzoesaure)) und setzen dabei das intensive gelbe 3-Carboxy-4-nitrothiophenol frei, 
5 welches photospektrometrisch bei 405-412 nm gemessen werden kann. Der 

gemessene Gehalt an freiem Thiol ist direkt proportional zur Menge des durch TAFIa 
hydrolisierten Substrats und ermoglicht damit eine quantitative Analyse der Enzym- 
Aktivitat. 

10 Enzvm-Assay: Die Messung der Enzymaktivitat wird unter Verwendung einer Substrat 
Stammlosung von 10 mM in DMSO bei Raumtemperatur durchgefuhrt. TAFI 
menschlichen Ursprungs ist in einer Stammlosung von 360pg/ml bei Enzyme 
Research Laboratory oder uber Blutplasma erhaltlich. Die Aktivierung von TAFI zu 
TAFIa wurde mittels Thrombin (2.7U/ml), dessen Aktivierung mit 30 pg 

15 Thrombomodulin erfolgte, vorgenommen. Uberschussige Thrombinaktivitat wurde 

durch Zugabe des synthetischen Inhibitors NAPAP eliminiert Die Messung wurde auf 
Mikrotiterplatten durchgefuhrt. 

Die Zunahme der Absorption bei 405-412 nm wurde wahrend 10 Minuten 
aufgezeichnet. 

20 

Aktivierung : 

TAFI 20 pi 

Thrombin (2,7 E/ml) 20 pi 

Thrombomodulin (30 pg/ml) 20 pi 
25 in Puffer (20 mM HEPES, 5 mM CaCI2, 0,01 % Tween 80; pH 7,4) 

5 min bei 25 °C inkubieren 

Messung : 

Puffer (20 mM HEPES, 5 mM CaCI2, 0,01 % Tween 80; pH 7,4) 120 pi 

30 NAPAP (100 pM) 20 pi 

DTNB (5 mM) 10 pi 

Substrat (10 mM) 20 pi 

bei RT 10 min messen 



35 
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Resultate : 

- Spaltung von Thiaarginin- und Thialysinsubstraten (Endkonzentration 174 pM) 
durch TAFIa (Endkonzentration 17 pg/ml) 

5 - in Klammern die Werte fur Carboxypeptidase B 

- Vergleichssubstanzen A und B aus n Bull. Korean. 
Chem. Soc. 1998, 19(2), 189-193" 

- AE = Anderung der Extinktion bei 405 nm 

10 Tabelle 1 



Nr. 


Substrate 


AE/min 


4269 


Bz-K(Z)-G(GUS)-OH X HCI 


0,108 


(0,018) 


4273 


Boc-K(Tos)-G(GUS)-OH x HCI 


0,014 


(0,048) 


4275 


Boc-K(Z)-G(GUS)-OH x TFA 


0,041 


(0,028) 


4298 


Boc-F-K(Boc)-G(GUS)-OH x HCI 


0,043 


(0,034) 


4300 


Bz-P-K(Boc)-G(GUS)-OH x TFA 


0,012 


(0,072) 


4302 


Z-A-K(Boc)-G(GUS)-OH x HCI 


0,042 


(0,059) 


4334 


Bz-V-G(GUS)-OH x TFA 


0,034 


4336 


Bz-V-G(a-SPrA)-OH x TFA 


0,053 


4339 


Bz-K(Z)-G(a-SPrA)-OH x TFA 


0,055 


4341 


Boc-K(Z)-G(a-SPrA)-OH x TFA 


0,054 




Vergleichssubstanz A x HCI 


0,002 


(0,062) 




Vergleichssubstanz B x HCI 


0,016 


(0,077) 
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Patentanspruche 



Verbindungen der allgemeinen Formel I 



COOH 



R 2 (AA 3 ) n (AA 2 ) N ^ 




worin 



10 



15 



20 



25 



Ri eine Gruppe CH 2 NH 2 oder NHC(NH)NH 2 bedeutet, 

AA 2 jeweils unsubstituiertes oder substituiertes Lysin, Ornithin, Arginin oder 

Histidin bedeutet, wobei die Substituenten ubliche Schutzgruppen sind, 
AA 3 eine naturliche Aminosaure bedeutet, bei der eine aitenfalls vorhandene 

schQtzbare Gruppe in der Seitenkette durch eine ubliche Schutzgruppe 

substituiert sein kann, 
n 0 oder 1 ist, und 

R 2 eine Gruppe Bz, Bzl, Ac, Boc, Z, Sue, MeoSuc Oder Tos bedeutet, 

mit der Massgabe, dass nicht gleichzeitig n 0 ist und Ri NHC(NH)NH 2 , R 2 Z und (AA 2 ) 

unsubstituiertes oder durch Boc substituiertes Lysin bedeuten, 

als Racemate oder als enantiomerenreine Isomere, 

und deren Salze mit Mineralsauren oder organischen Sauren. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1 , worin AA 2 Lys(e-Z), Lys(s-Boc), Lys(e-Ac), 
Lys(s-Bz), Lys(e-Bzl), Lys(e-Tos), Orn(8-Z), Orn(S-Boc), Orn(8-2-chlor-Z), Orn(5-Dnp), 
Orn(8-Z), Orn(5-Aloc), Arg(o)-Pbf), Arg(8 f Q)-Boc)2, Arg(8,a>-Z)2 t Arg(a>-Tos), His(N !m - 
Boc), His(N lm -Ac), His(N ,m -Bz),His(N lm -Bzl) oder His(N im -Tos) bedeutet, wobei Lys(e-Z) 
bevorzugt ist 

3. Verbindungen gemass Anspruch 1 oder 2, worin AA 3 Ala, Ser, Phe, Val, He, 
Leu, Thr, Pro, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, Gin, Cys, Met, Trp, Tyr oder Gly bedeuten, 
wobei eine allenfalls vorhandene schQtzbare Gruppe in der Seitenkette durch eine 
ubliche Schutzgruppe, wie tBu, Bzl oder Ac substituiert sein kann. 



4. Verbindungen gemass Anspruch 3, worin AA3 Phe, Ala, Val oder 
gegebenenfalls durch tBu, Bzl oder Ac geschutztes Ser bedeutet. 
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Rl 

AA 2 
AA3 



n 



Verbindungen gemass Anspruch 1, worin 
NHC(NH)NH 2l 

Val, Lys(e-Z) Oder Lys(e-Boc) f 

Ala, Ser, Phe, Val, Ser(tBu), Ser(Bzl) oder Ser(Ac), 

0 oder 1 und 



10 



15 



20 



25 



30 



R 2 Bz, Boc oder Z bedeuten. 

6. Verbindungen gemass Anspruch 1 , worin 
R t CH2NH2, 

AA 2 Val, Lys(s-Z) oder Lys(e-Boc), 

AA3 Ala, Ser, Phe, Val, Ser(tBu), Ser(Bzl) oder Ser(Ac), 

n 0 oder 1 und 

R 2 Bz, Boc oder Z bedeuten. 

7. Verbindungen gemass einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass diese als Saureadditionssalze in Form von Hydrobrbmiden, Hydrochldriden, 
Trifluoracetaten oder Acetaten vorliegen. 

8. Verwendung der Verbindungen gemass einem der Anspruche 1 bis 7 als 
Substrate fur die Bestimmung von TAFIa. 

9. Verfahren zur Bestimmung von TAFIa, dadurch gekennzeichnet, dass man 
TAFIa in Gegenwart von 5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzosaure) auf eine Verbindung 
gemass einem der AnsprQche 1 bis 7 einwirken lasst und die dabei durch die Bildung 
von 3-Carboxy-4-nitrothiophenol entstehende Absorption zwischen 400 und 412 nm in 
Abhangigkeit von der Zeit photospektrometisch ermittelt. 

10. Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Einwirkung 
wahrend 5 bis 15 Minuten, insbesondere wahrend 10 Minuten bei einer Temperatur 
von 10°C bis 37°C, insbesondere bei Raumtemperatur erfolgt. 

1 1 . Verfahren gemass Anspruch 9 oder 10 dadurch gekennzeichnet, dass als 
Quelle fur TAFIa das im Blutplasma vorhandene TAFI verwendet wird. 
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12. Verfahren zur Herstellung der in Anspruch 1 definierten Formel I, dadurch 
gekennzeichnet, dass man einen entsprechenden Alkylester alkafisch verseift. 
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